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Genetika

brnénsky knéz a stiedoskolsky profesor Johann Gregor Mendel
se zabyval kiizenim rtiznobarevnych odrud hrachu

Genotypové zakony:

Zakon 0 samostatnosti alel
Genotyp je soubor samostatnych genii urcujicich znaky. Kazdy znak je urcen dvojici samostatnych alel.
Zakon 0 segregaci alel

Dvojice samostatnych alel se pri zrani rozchazeji a do kazdeé gamety prechdzi jedna z obou alel.
Zakon 0 nezavislé kombinaci alel

Fenotypové zékony
Z:akon 0 uniformité hybridi

Krizime-li dominantniho homozygota s homozygotem recesivnim, jsou jejich potomci F1 generace v
sledovaném znaku vsichni stejni. Reciproka krizeni U jakychkoliv jedincii F1 generace davaji shodné

vysledky.

Z:akon 0 Stépeni v potomstvu hybridi

Pri krizeni heterozygotii 1ze genotypy a fenotypy vzniklych jedincii vyjadrit pomérem malych celych cisel.
Vznikad genotypovy a fenotypovy Stépny pomer.



1. Mendeluv zakon

e Zakon o uniformité F1 (1. filidlni = prvni generace potomku) generace. Pri
vzajemném kiizeni 2 homozygotu vznikaji potomci genotypove 1
fenotypové jednotni. Pokud jde o 2 ruzn¢ homozygoty jsou potomci vzdy
heterozygotnimi hybridy.

* Pii kiizeni dvou homozygotti (dominantniho - AA a recesivniho - aa)
vznika jednotna generace potomki - heterozygotii se stejnym genotypem
(Aa) i fenotypem.
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2. Mendeluv zakon

Zéakon o nahodné¢ segregaci genu do gamet. Pt1 kiiZzeni 2 heterozygotu
muze byt potomkovi preddna kazda ze dvou alel (dominantni 1 recesivni) se
stejnou pravdépodobnosti. Dochazi tedy ke genotypovému a tim padem 1
fenotypovému Stépeni = segregaci.

Pravdépodobnost pro potomka je tedy 25% (homozygotné dominantni
jedinec) : 50% (heterozygot) : 25% (homozygotné recesivni jedinec). Tudiz
genotypovy Stépny pomeér 1:2:1. Fenotypovy Stépny pomér je 3:1, pokud je
mezi alelami vztah kodominance, odpovida fenotypovy stépny pomér
Stépnemu poméru genotypovemu (tj. 1:2:1).
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3. Mendeluv zakon

e Zakon o nezavislé kombinovatelnosti alel. Pf1 zkoumani 2 alel soucasné
dochazi k téze pravidelné segregaci. Mame-li 2 dihybridy AaBb mutize

kazdy tvorit 4 rizné gamety (AB, Ab, aB, ab). Pf1 vzajemném ktiZeni tedy
z téchto 2 gamet vznikd 16 riznych zygotickych kombinaci. Nékterée

kombinace se ovsem opakuji, takze nakonec vznikd pouze 9 ruznych
genotypu (pomér 1:2:1:2:4:2:1:2:1. Fenotypovy St€pny pom¢ér je 9:3:3:1.

Tento zakon plati pouze v ptipadé€, ze sledované geny se nachazi na

ruznych chromozomech, nebo je jejich genova vazba natolik slaba, Ze

nebrani jejich volné kombinovatelnosti.

Rozdéleni genotypii

1:2:1:2:4: 2121

Rozdéleni fen otypi

W A8 Ah ab ab
A8 AABE AABh AaBB AaBhb
Ah AABh Aahhb AaBb Aahb
ab AaBB AazBh aaBB aabBh
ab AabBh Aabh aabh aabb
9:3:3:1




Genetika

specializovany biologicky obor zabyvajici se variabilitou (proménlivosti) a dédi¢nosti

o klinicka genetika
» zabyva se diagnostikou, 1é¢enim a prevenci genetickych nemoci (u celé rodiny!)
» geneticke poradenstvi

o lidska genetika
 studuje variabilitu a dédi¢nost u ¢lovéka

o cytogenetika
* studium chromozomi

o molekularni genetika
 studium struktury a funkce jednotlivych genli

o populacni genetika

 studium proménlivosti populaci
o komparativni a evolucni genetika

 mezidruhové srovnani a studium evoluce druht



Genomika

*  studuje strukturu a funkci genomi pomoci genetick€ho mapovani, sekvenovani a funk¢éni analyzy
genu

*  snazi se o pochopeni veskeré informace obsazené¢ v DNA Zivych organizmi
o strukturni genomika = pochopeni struktury genomu
— konstrukce detailnich genetickych, fyzickych a transkripénich map genomu
ptislusnych organizmu
— reprezentovala zeyména inicidlni fazi analyzy genomil; kone¢nym cilem byla
kompletni znalost DNA sekvence (napt. HUGO projekt)
o bioinformatika = shromazd’ovani, analyza a vizualizace biologickych soubori dat
— vyuziva metod vypocetni techniky, tvorba databazi a softwart
o funkéni genomika = studium funkce gent a ostatnich ¢asti genomu

— vyuziva poznatkt strukturni genomiky a snazi se o poznani funkce genti; velmi
Casto k tomu vyuziva modelové organizmy (kvasinka, nematoda, Drosophila
melanogaster, Mus musculus, Rattus norvegicus, Mesocricetus auratus aj.) jako
casov¢ a financn€ vyhodnou alternativu vysSich zivocichll (zejm. pro moznost
studovat mnoho generaci v relativné kratkém cCase)




DNA

* molekula DNA jako takova byla objevena v roce 1869, kdy se Svycarskému
I¢kari Friedrich Miescherovi podatrilo vyizolovat DNA z bilych krvinek

1962 obdrzeli spolecné¢ Francis Crick, James Watson a Maurice
Wilkins Nobelovu cenu za fyziologii a l1ékarstvi. Rosalyn Franklin se pro
tragické umrti této ceny nedockala.
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Gen

= konkrétni usek molekuly DNA nesouci informaci pro tvorbu proteinu nebo NA
(rRNA, tRNA...).

* geny strukturni
e geny pro RNA
* geny regulacni

« exony = funkéni tuseky genu, které jsou prepisovany do mMRNA a dale
translantovany pfi proteosyntéze

 introny = Useky genu, jejichZ funkce dosud nebyla zcela objasnéna a které nejsou
vyuzivany pro translaci

Dle jejich obsahu geny délime na:
* jednoduché - obsahuji pouze exony
* sloZené - obsahuji I introny

« genové rodiny = sekvencné podobné geny, které vznikly zieym¢ duplikaci béhem
evoluce, napr. geny pro (hemo)globiny, imunoglobuliny, ...



truktura genu a jeho transkripce

AAUAAA
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Ribosome attaches
to mRNA.

First amino acid

tRNA anticodon attaches to
the matching mRNA codon.

A second tRNA
attaches at next
codon on mRNA.

Peptide bond

Peptide bond forms
enzymatically
between first two
amino acids.

Ribosome moves
along mRNA as
next tRNA attaches




Geneticky kod

« urcuje poradi aminokyselin v proteinu
— univerzalni
* podobny princip u vétSiny zivych organizmii
— tripletovy
 trojkombinace 4 nukleotidl (A, C, G, T)
— degenerovany
» 43 =64, ale aminokyselin jen 21

1. pozice 2. pozice 3. pozice
U (& A G

UUU Phe | UCU Ser [ UAU Tyr |UGU Cys | U

T | UUC Phe | UCC Ser | UAC Tyr |UGC Cys | C

yr UUA Leu | UCA Ser | UAA Stop| UGA Stop| A

UUG Leu | UCG Ser | UAG Stop| UGG Trp | G

tRNA CUU Leu | CCU Pro | CAU His |CGU Arg | U

.| CUC Leu | CCC Pro | CAC His [CGC Arg | C

-‘II CUA lLeu [CCA Pro |CAA GIn [CGA Arg | A

( ) ‘ ' CUG Leu [ CCG Pro | CAG GIn |[CGG Arg | G
AUU le ACU Thr | AAU Asn | AGU Ser | U

i AUC lle ACC Thr | AAC Asn | AGC Ser | C

AUA lle ACA Thr | AAA Lys |AGA Arg | A

AUG Met | ACG Thr | AAG Lys |[AGG Arg | G

! , GUU Val | GCU Ala [ GAU Asp |GGU Gly | U
U C A anticodon AUG | GUC val | GCC Ala | GAC Asp [GGC Gly | C
GUA Val [ GCA Ala | GAA Glu | GGA Gl A

A G U codon UAC  mRNA 3 il A

&' . e e GUG Val | GCG Ala | GAG Glu | GGG Gly




Zakladni geneticke pojmy

e chromozom . _

/ Gene Alleles

* lokus .- A Gore G
° aIEIy \Af)
- dominantni
- recesivni N7 O = - ’°f°tei”iﬁr"§¢;&’;”m

.

Homologous Chromosomes multi-folded

* homozygot ;

* heterozygot .
e genotyp

 fenotyp




Mitdoza a mei10za

Mitoza = 2 dcefinné buiky s diploidnim poctem
chromozomi, 1 cyklus DNA replikace nasleduje
rozdéleni chromozomu a jadra (profaze — prometafaze
— metafaze — anafaze — telofaze) a nasl. celé bunky
(cytokineze)

Meidza = 1 cyklus replikace nasledovan 2 cykly
segregace chromozomii a bunécného déleni

1. meiotické  (reduk¢ni) déleni —  rozdéleni
homolognich chromozomu
vyznamné — odehrava se zde meioticky crossing-
over (rekombinace) - zadna 2z gamet neni
identicka!
poruchy rozestupu — napf. trisomie

2. meiotické déleni — rozestup sesterskych chromatid
2 dcefinné buiky S haploidnim poctem
chromozom
vznik pohlavnich bun¢k (spermie, vajicko)
dodatecné¢ promichani genetického materialu
crossing-overem
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Lidsky genom

Human Genome Project (HUGO) vs. Celera Genomics Inc. — v r. 2001 zvefejnéni prvnich
vysledkt, genom Jamesa D. Watsona (2008)

gen = konkrétni usek molekuly DNA nesouci informaci pro tvorbu proteinu nebo NA (rRNA,
tRNA...). ~ 21 tisic gend (2011)

pseudogen = sekvence DNA, ktera je podobna genu, ale nedochazi k jejimu piepisovani v
RNA (transkripci). ~ 20 tisic pseudogenti

genom = soubor vSech gent V jedné bunce, genom jaderny a mitochondrialni (MtDNA)

V jadru diploidni lidské bunky 22 parti chromozomi (autozomy) a par pohlavnich chromozomu
X/Y (gonozomy) = karyotyp = soubor vSech chromozomi Vv jadie b., zjistuje se na zakladé
cytogenetického barveni, kt. vyuziva rizné barvitelnosti sekvenci bohatych na AT pary a GC
pary nukleotida - -

hustota geni na jednotlivych chromozomech dost heterogenni F‘_‘
— pouze ~ 10 % kodujici sekvence
— ~ 75 % se sklada z jedine¢né (neopakujici se) sekvence
— zbytek repetitivni sekvence



Lidsky genom

Repetitivni sekvence = DNA s vysokym mnozstvim kopii

— se podili na formovani vysSich nukleoproteinovych struktur, jako jsou telomery nebo
centromery

— pfi chromozomovych piestavbach, maji vliv na regulaci genové exprese pii procesu zvaném
RNA interference, zajistuji ochranu konci linearnich chromozomi, fidi spravny pribeh
mitotického I meiotického déleni bunky

— ziejme udrzuji strukturu chromozomi, mozna jsou “evoluc¢ni” rezervou

|

rozptylené

DNA transpozony (pi. ,,Sleeping Beauty — vektor pro genové terapie) Microsatelite
retrotranspozony S Tooders B
— endogenni retrovity = LTR &N

— autonomni — LINE — L1-repetice

— neautomni — SINE — Alu-repetice

Minisatellite
or
Variable Number of
Tandem Repeats
(VNTR)

o O

ol
P
M
"
”
oM

tandemové = za sebou jdouci identické repetice, VNTR
mikrosatelity — opakovani 1- 5 bp

minisatelity - v rozsahu kilobazi, které se vice vyskytuji v subtelomerickych oblastech chromozomu
—  genetické markery

-

o O



Lidsky genom

Huntingtonova chorea, fatalni neurologické onemocnéni S nastupem V dospélosti,
projevujici se jako demence s extrapyramidovou poruchou motoriky. V genu pro huntingtin je
repetitivni  sekvence (CAG)n, ktera koduje usek bilkoviny tvofeny zbytky glutaminu
(polyglutaminovy usek, polyglutamine tract). Za normalnich okolnosti maji lidé mén¢ nez 20
trinukleotidi CAG a tedy i glutamind v huntingtinu, kde tyto tvoii dalezitou doménu pro
interakce s jinymi proteiny. Pokud se vSak mutaci toto mnozstvi zvétsi nad 30 glutamind,
protein nepracuje spravné S vyslednym progresivnim odumiranim neurond Vv nucleus
caudatus.

myotonické dytrofie (svalova dystrofie se svalovou slabosti provazenou paradoxné

zvySenym svalovym tonem) se nachazi patologicka expanze trinukleotidu CTG v 3’
nepiekladané oblasti genu DMPK (dystrophia myotonica protein kinase). Mutantni MRNA ma

sama 0 sob¢ patogenni potencial. o .Wmm
expanze trinukleotidovych repetic My u.gmdmé Ulmlm*

TP myol

Facial weakness Fac Iweak

500 repeats Myotoni
Cardiac p bl

autosomaln¢ dominantni choroby é) ﬁ * o s

Diagnosed at birth
Faclalweakness
ypotonia
IZDO epeals




Lidsky genom — '* . *. ¢

MtDNA

puvod: alfaproteobakterie pohlcena eukaryotickou bunkou
mnoho genti béhem evoluce bylo z mtDNA horizontalné pfeneseno do bunééného jadra (geny
Vv jadre kodujici rizné mitochondrialni proteiny silné ptipominaji bakterialni proteiny)
~ 16,5 tisice bp
koduje 37 genti
o 24 gent pro riznou nekodujici RNA
o 13 genti koduje vlastni mitochondrialni polypeptidy zapojené v mitochondrialnich
procesech (vyuzivany béhem oxidativni fosforylace)
maternalni dédicnost

genetické analyzy: na zakladé mtDNA ur¢ena migrace lidstva - ,,mitochondrialni Eva“, ktera
zila ~ pied 140 000 lety v mistech dnesni Etiopie, Keni nebo Tanzanie

Control region

ochrome Oxidase
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Evoluc¢ni biologie

vybér neboli selekci (prirodni, pohlavni, rodi¢ovsky, umély)

migraci neboli genovy tok

evolucni tahy (mutacni, reparacni, molekularni — témi se rozsiiuje

tzv. sobecka DNA, tj. zpravidla vysoce repetitivni nekodujici DNA v
genomu eukaryotickych organismui)

pribuzenské krizeni (inbreeding)

geneticky drift (posun) = ndhodné posuny ve frekvenci jednotlivych alel v
populaci, které nejsou zpuisoben¢ prirozenym vybérem, diivodem vzniku je
nesoulad mezi teoretickou kombinovatelnosti a praktickou miize evoluci
urychlovat i zpomalovat (hod kostkou)
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Science.1983 Jul 29;221(4609):459-62.
The cheetah is depauperate in genetic variation.

O’Brien SJ, Wildt DE, Goldman D, Merril CR, Bush M.

A sample of 55 South African cheetahs (Acinonyx jubatus jubatus) from two geographically
isolated populations in South Africa were found to be genetically monomorphic at each of
47 allozyme (allelic isozyme) loci. Two-dimensional gel electrophoresis of 155 abundant
soluble proteins from cheetah fibroblasts also revealed a low frequency of polymorphism
(average heterozygosity, 0.013). Both estimates are dramatically lower than levels of variation
reported in other cats and mammals in general. The extreme monomorphism may be a
consequence of a demographic contraction of the cheetah (a population bottleneck) in
association with a reduced rate of increase in the recent natural history of this endangered

species.
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Populacni genetika

Grafické znazornéni Hardy-Weinbergova zakona
Hardy-Weinberguyv zakon

1,
p?+2pq+q2=1 P N i
08
Godfrey Hardy Wilhelm Weinberg > 0.7
{ o=t
Umoziiuje odhadnout frekvence alel v populaci, § 06
kdyZz zname frekvence genotypl a naopak. 2 2pq
8. 051
2
S 04rf
8
P .. frekvence alely A 03
q  ...... frekvence alely a -
p2z ... frekvence genotypu AA p
Q¢ ... frekvence genotypu aa ’ -
2pq ...... frekvence genotypu Aa 0 — :

0 0.1 02 03 04 05 06 07 08 09 1
Allele frequency (p)

H-W zéakon ukazuje, ze se v ptipad¢ idealni populace z generace na generaci
nemeni frekvence alel v populaci.



Populacni genetika

H-W zdkon plati za nasledujicich predpokladu:

efektivné nekonecné velka populace
nahodné kiizeni mezi jedinci (panmikticka populace)
vSichni jedinci stejnou fitness

populace je homogenni, tzn. frekvence alel stejné v ruznych mistech
populace

nulovy model = ukazuje jak budou vypadat frekvence alel a genotypu v
pripadé nekonecné velkeé panmiktické populace, na kterou neptisobi Zadné
evolucni sily jako jsou drift, migrace nebo selekce



Populacni genetika

H-W rovnovaha nevypovida mnoho o daleké historii populace, protoze
muze nastat jiz po jedne generaci nahodného kiizeni.

Panmikticka populace je mendelisticka populace, ve které se dva genotypy
paruji s takou frekvenci (pravdépodobnosti), v jaké frekvenci se oba
genotypy nachazi v populaci.

Ptiklad: genotypove frekvence AA 25%, Aa 50% a aa 25% —
Pravdépodobnost, ze AA se sparuje s Aa je 0,25 0,5=0,125 (12,5%)



Vv prostredi na lidsky genom

Geneticka vybava jedince je sice osudové zadana v okamziku zplozeni, ale neni pro dalsi
zivot kone¢na, protoze Vv pribéhu zivota se mize ménit jak pod vlivem cCetnych faktori
epigenetickych (vlivy prostfedi), tak pod vlivem dalSich faktord genetickych (napf.
mutacemi somatickych bun¢k v pribéhu maligni transformace).

Biologické mutageny:

onkogenni Viry: adenoviry, herpes viry, virus
Epsteina-Barrové, Rousiiv sarkomalni virus a
Rauschertv virus leukémie

Fyzikalni mutageny:

zafeni (rentgenové, gama, UV — tvorba
thymidinovych dimert)

Chemické mutageny:

organické,  alkylaéni  cinidla  (ATB),
anorganické latky, alkaloidy, kationty tézkych
kovu, peroxidy, dusitany, aromatické
chlorované derivaty, volné radikaly (O)




Geneticka promenlivost

* je zdrojem individudlni variability (vytvafi se nové kombinace alel):
— segregace alel pfi vzniku gamet
— rekombinace pfi crossing-overu

— vznik ndhodnych kombinaci alel pti oplozeni

Mutace

* procesy, pii kterych se méni pocet alel (méni se kvalita a kvantita gent)
* mutageneze = proces vzniku mutaci

* mutace = nahodné zmény genotypu, zmeéna genetické informace, pomérné vzacné

Typy mutaci (indukované nebo spontanni, ty maji ¢etnost ~1077, oprava polymerazou a proteinem
p53):

* Genové mutace

* Chromozomové mutace = aberace

* Genomové mutace



Vzacne mutace a polymorfismus

vzacné mutace - jsou vyrazné patologické a tudiz jsou z populace odstranovany selekci, nebo
vznikly nedavno a nestacily se v populaci rozsitit), vyskytuje se v populaci méné nez v 1 %
polymorfismus - casta mutace, tyto mutace jsou zakladem interindividualni variability
jedinci, Vv jediném genu je ¢asto mnoho polymorfizmi, jejich kombinace tvori haplotypy,
vyskytuje se v populaci vice nezv 1 %

- SNP = jednonukleotidovy polymorfismus - bialelické

- minisatelitni a mikrosatelitni polymorfismy - multialelické

Germinativni a somaticka mutace

germinativni mutace - prendseny na potomstvo (¢asto ptic¢inou zaniku plodu), u potomka
pritomny ve vSech bunikach, maji vliv na vyvoj druhu, ,,uspéSnost* germinativni mutace
1:100000

somatické mutace - vznikaji v somatickych bunkach v prubéhu zivota (maligni transformace
X zadny fyziologicky Vvliv)



Polymorfismus

alkoholdehydrogenaza (AD H) a aldehyddehydrogenaza (ALDH) - maji mnoho
polymorfnich forem napfic lidskymi rasami.

iIsoformy vykazuji rozdily v aktivité a rychlosti zpracovani a odbouravani substratu

nositelé urcitych kombinaci funkCnich variant vice nachylni k propadnuti
alkoholizmu nez jedinci s jinymi kombinacemi

alelova kombinace, ktera mize svého nositele uchranit pred zavislosti, se zda byt
ADH1B*2 a ALDH2*2 (Chen a kol., 2008).

ADH1B*1 prevlada u kavkazské populace a populace severoamerickych indiant
ADH1B*2 u obyvatelt vychodni asie

ADH1B*3 se pak hojné vyskytuje u ¢ernosské populace

ADH1C*1 prevlada u vychodoasijske populace, zatimco u kavkazské a u
americkych indiani je pfiblizn€ stejné distribuovana jako alela ADH1C*2

Vyznamnou alelickou variantou je ALDH2*2 se zaménou kyseliny glutamove na
pozici 437 za lysin (SNP G>A). Zatimco ve vychodoasijské populaci je jeho
cetnost mezi 16-24%, u ostatnich se objevuje jenom ztidka.

Varianta ALDH2*2 odbourava acetaldehyd pomalu a tim tyto ucinky prodluzuje.



Genoveé mutace

méni jednotlivé geny (alely), vétSinou jsou indukované

podstata je molekularni, méni se struktura DNA, ale nenarusuje se
celistvost stavby chromozomu

v somatickych nebo v pohlavnich bunkach

mutace Vv regulacnich genech pro mnozeni a diferenciaci—nadorového
onemocneéni

bodové mutace - substituce = zaména paru nukleotidu za jiny (—zména
AA sekvence, zména Vv regulaci, ovlivnéni transkripce a translace... nebo
tvorba STOP kodonu), transverze/tranzice, spise v exonech

posunové mutace - delece/inzerce = ztrata/zarazeni nukleotidi (—mozny
posun ¢teciho ramce), spiSe Vv intronech



Genoveé mutace

Srpkovita anemie

* missense mutace (transverze T>A) genu pro hemoglobin na 6. pozici v B-
fetézci (hydrofobni valin misto hydrofilni glutamové kyseliny, tvorba
shluk Hb a tim zména tvaru ery) — HDbS

e aqutosomalné recesivni

ancestral mutant
DNA -CTC- -CAC-
MRNA -GAG- -GUG-
AA -glu- -val-

* Srpkovité cervené krvinky mnohem har prenaseji kyslik. Lidé se
srpkovitou anémii maji proto ve srovnani S obyc¢ejnymi lidmi cervenych
krvinek vic. To jim dava proti malarii velkou vyhodu, diky niz maji lepsi
Sanci prezit.



p° thalasemie

Genoveé mutace

e nonsense mutace pro Hb — chybna syntéza jednoho z fetézci globinu

* autozomalné recesivni

ancestral mutant
DNA -AGT- -ACT-
MRNA -UCA- -UGA-
AA -ser- -STOP
Huntingtonova choroba
* trinukleotidova expanze
ancestral mutant
DNA ...TAC-GTC-... ...TAC-(GTC-GTC-GTC),,-GTC-...
MRNA ...-AUG-CAG-... ...-AUG-(CAG-CAG-CAG),,-CAG-...
AA ...-met-gln-... ...-met-(gln-gin-gin),,-gin-...




Genoveé mutace

Hemofilie A

= nedostatek srdzeciho faktoru VIII

 inzerce 3000 bp — snizeni tvorby proteinu

« gonozomaln¢ recesivni — vazba na X chromozom

e 7ena je prenaSeCka




Genova mutace

Cysticka fibroza prome
v , Outside cell btarl
e delecni mutaci genu t CRIE Chanbel
produkujiciho  protein  CFTR AREco ooooggggoocoo, BRccoo

(chloridovy ABC transportér na
bun. membran¢) — nefunkcni
protein

» delece 3 bp v pozici 1652 az 1655

v exonu 10 (delece phe v kodonu sohommal } ° .
508) Chloride ions“ D
* autozomalné recesivni
ancestral mutant
DNA -TAG-AAA-CCA- | -TAA-CCA-
MRNA -AUC-UUU-GGU- | -AUU-GGU-

AA -ile-phe-gly- -ile-gly-




Genova mutace

Extracellular matrix

Duchennova svalova dystrofie

» frameshift” mutace = posun
Cteciho ramce v genu pro protein
dystrofin

e gonozomaln¢ recesivni — vazba
]
ha X chromozom 'i" " Linking proteins

Dystrophin-associated
lycoprotein complex

N

D

ancestral mutant
DNA -CAC-TGT -CAC-TTG-T..-
MRNA -GUG-ACA- -GUG-AAC-U..-

AA -val-thr- -val-gly-




Chromozomové mutace - aberace

* nemeéni Strukturu samotnych genti, ale méni strukturu chromozom.

« daji pozorovat ve svételném mikroskopu

* mohou byt prekdzkou normalniho pribéhu meidzy a jimi postizené gamety mohou byt sterilni
nebo mohou po splynuti vznikat nezivota schopné zygoty.

Strukturni chromozomové aberace

* nasledkem chromozomovych zlomit, na které navazuje urcitd prestavba. Primarni je tedy
porucha struktury, pficemz pavodni mnozstvi genetického materialu mtze - ale nemusi - byt
zachovano. Délime je na balancované (kdy je zachovano puvodni mnozstvi genetického
materialu) a nebalancované (kdy ¢ast genetického materialu chybi ¢i prebyva).

« deficience = ztrata koncové ¢asti chromozomu, oddéleny kousek se rozpadne v cytoplazmé,
dochazi ke ztraté geni, ztrata dulezitych gent vede ke smrti

» delece = ztrata vnitini ¢asti chromozomu.
* duplikace = zdvojeni n¢kterych ¢asti chromozomi
* inverze = prevraceni ¢asti chromozomu o 180°

« translokace = pfesun c¢asti chromozomu na jiny chromozom, mize vést K vytvoieni nového
znaku

« fragmentace = rozpad na malé ¢asti



Genomove mutace

Numerické chromozomové aberace

zpusobeny abnormalnim poc¢tem chromozomu Vv karyotypu
struktura chromozomt je neporusend, patologicky se uplatituje nestandardni mnozstvi genti

vznikaji diky chyb¢ pii rozchodu chromozomu do dcefinych bun¢k béhem bunééného déleni
(nondisjunkce) nebo abnormalitami fertilizace ¢i casné embryogeneze

aneuplodie - numericka odchylka se tyka pouze ur¢itého chromozomu nebo chromozomi, ne
vSak celé sady. Konkrétni chromozom muze byt bud’ znasoben - trisomie (3x - tfi kopie
chromozomu), tetrasomie (4x - ctyfi kopie chromozomu), nebo naopak ztracen -
monosomie (1x - jedna kopie chromozomu), nulisomie (0x - zadna kopie chromozomu)

polyploidie - znasobena je celd chromozomova sada - porucha rozdéleni celych sad nebo
oplozeni spermiemi (dispermie]), u ¢lovéka prichazi v tvahu zejména triploidie (3n = 69
chromozomu) a tetraploidie (4n = 92 chromozomu), vétSinou ale:

 téhotenstvi je potraceno

« zasnét’ hroznova (mola hydatidosa) je edématozni hroznovity ttvar vznikajici
Vv déloze patologickym bujenim embryonalniho trofoblastu



Genomove mutace

Aneuploidie (zména poctu chromozom v sad¢)
o monosomie
* gonozomalni
— Turnertv sy. (45, X0)
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@) trlsomle | fﬂ fCh_arlafcletnstlc
, ’ ) acial features

° autozomalnl Low hairline — '.

— Fold of skin

— Downilv sy. (47, XX/XY + 21) sk shopsi A U e O chr
o HoeaK [ 4 O 4 oor breas
— Edwardsuv Sy. (47, XX/ XY +18) Widely spaced J { A0 -|‘ " Zevelgpmein

=
f

o nipples | =
- PataU.U,V Sy (47, XX/ XY +13) Shortened // [ e e ]". \ 5;?3:’1111},
, , metacarpal IV /' ' f A*f}“‘t |
® gOIlOZOHlahll Small mL Al ‘ A Y~ Rudimentary

. ° finger nails —— v J N '*7J' ovaries
— Klinefelterav Sy (47, XXY A ol B e ?ogadéal strlealfed
. / underdevelop
_ XXX sy.

(o1 gonadal

i) N structures)
.5

N No menstruation

_ XYY Sy Brown spots (nevi) —l» :'lr _' I‘
Ve

|
{

|/

I |




Obsah prednasky
Struktura lidského genomu

Reakce lidského genomu na Vvlivy prostiedi. Exonové,
intronove a promotoroveé mutace.

Monogenni a polygenni choroby a vztah multigennich
nemoci a prostredi.

Geneticke studie a klinicka genetika.



Monogenni nemaoci

Rozvo] molekularn€é biologickych metod umoznil detailni analyzu
genetického podkladu mnoha mendelisticky dédénych, tzv. monogennich
nemoci.

U téchto chorob se dédi¢ny podklad uplatiiuje jako velky faktor, tj. je
pritomen prakticky u vSech nemocnych a jedna se prokazateln¢ o faktor
pricinny (napt. defekty v dystrofinovém genu u muskularnich dystrofii),
K némuz se pridavaji jen jako pridatné dalsi faktory genetické i faktory
zevniho prostredi. PfiCinou téchto nemoci byvaji predevSim tzv. vzacné
alely.

Jje determinovana alelami v jednom lokusu

variantni alela, ktera vznikla mutaci nékdy v nedavné nebo vzdalené
minulosti a je vétSinou relativné malo Casta, nahrazuje ptvodni ,,divokou*
alelu na jednom nebo obou chromozomech

maji charakteristicky zpusob pienosu Vv rodinach



Monogenni nemaoci

choroby détského veéku

mén¢ nez 10% z nich se manifestuje po puberté a pouhé 1% se objevi po
skonceni reprodukcniho véku

casto vyrazné¢ patologicke

V populacni studii na 1 milionu zivé narozenych déti byla incidence
vaznych monogennich chorob odhadnuta na 0,36 %, u 6-8 %
hospitalizovanych déti se uvazuje 0 monogennich chorobach.

doposud znamé shrnuje OMIM (On-line Mendelian Inheritance in Man)
~6000 klinicky vyznamnych fenotypt
Ctyt1 zakladni typy dédi¢nosti:

dominantni recesivni

autosomalni autosomalné dominantni (AD) autosomalné recesivni (AR)

X-vazany X-dominantni (XD) X-recesivni (XR)




Monogenni nemoci

* typy pfenosu
— autozomalni
 geny na obou autozomech aktivni Pedigree JZ /@(
— gonozomalni (X-chromozom vazané) ’

* muzi hemizygotni

* uzen 1 X-chromozom inaktivovan!! = % %
— jiné ‘ _

* imprinting, mozaicizmus, ... ‘ O B g; O rﬂ

Kay
E male [ affected male E:eocasud male

® pOdIe pI’OjeVU gen0typu Ve fenOtypu ) lemale @ allected 1E'T'H|I:‘:/®/ deceased lemale
— recesivni

* nemoc jen u mutovaného homozygota
— dominantni

* nemoc stejna u heterozygota a mutovaného homozygota
— neuplné dominantni

 odstupnovana tize nemoci u heterozygota a mutovaného homozygota
— kodominantni

* jak normalni tak patologicka alela jsou vyjadieny ve fenotypu



Monogenni nemoci - AR

U heterozygotti s 1 mutovanou alelou stac¢i produkt k udrzeni normalni funkce
manifestni onemocnéni U heterozygota je disledkem:

haploinsuficience - pro normalni funkci je potfeba >50% aktivniho genového
produktu

dominanté negativniho efektu - syntéza abnormalniho proteinu, ktery “soutézi” s
normalnim a ovliviiuje fenotyp (napi. osteogenesis imperfecta)

zesileni funkce (“gain-of-function”) - mutaci je posilena pfirozena vlastnost
proteinu

ztraty heterozygozity (loss-of-heterozigosity, LOH) v somatické bunce - napi.
familiarni predispozice k nadorim Vv duasledku mutaci v supresorovych genech
(napf. retinoblastom)

velmi Casto enzymové defekty

postizen je mutovany homozygot (popf. sourozenci), heterozygotni rodice jsou pienaSeci
(asymptomaticti) - riziko 0.50 x 0.50 = 0.25

frekvence prenasect nemoci v populaci >>> frekvence nemocnych

nejcastejsi AR nemoci U bélochi je cysticka fibroza (f nemocnych 1/2000, f prenaseca 1/22)
konsanguinita (pfibuzni rodi¢e) a geneticky izolované populace (napt. Askenazi zidé — Tay-
Sachsova choroba )



Monogenni nemoci - AD

nemoci jsou dusledkem jak mutaci pfenaSenych mezi generacemai tak
vzniklych nové

nemoc se projevuje v kazdeé generaci - postizeny jedinec ma postizené¢ho
rodiCe (a prarodice), a to matku nebo otce

riziko pro potomka 0.50 (pokud by byli oba rodiCe postizeni pak 0.75, ale
to je vzacng)

familiarni hypercholesterolemie (1/500),

myotonicka svalova dystrofie (1/1000)
Huntingtonova chorea (1/3000)



Monogenni hemocl - X-vazan¢

Zeny 3 genotypy, muzi pouze 2

X-vazané nemoci se manifestuji U vSech muzi, ktefi zdédili mutaci, a pouze u homozygotnich
zen

hemofilie A

Duchenneova muskularni dystrofie

Wiskott-Aldrichiv syndrom (imunodeficience)

existuji rozdily v genové expresi mezi alelami, které se nachazeji na chromosomech, zdédénych
od otce a od matky — jsou disledkem genomového imprintingu (metylace chromatinu, rizny
metylacni vzor na chromosomu matetského a otcovského ptivodu, dochazi k ovlivnéni exprese
gent, nedochazi ke zmén¢ sekvence DNA)



Monogenni nemoci -

* Inaktivace X-chromozomu u zZen
— kompenzace davky a exprese X-vazanych gent
— hypotéza Lyonové (“lyonizace™)
« v somatickych b. je 1 X inaktivovany a Vv
interfazi se zobrazuje jako “Barrovo” télisko
(viz sporné identifikace pohlavi)
e proces je nahodny, mize se tykat jak
otcovského tak matetského X
— “manifestujici ptrenaSecCka” - U heterozygotnich
zen je dasledkem bunécny mozaicismus (pi. X-
vazana anhidrotickd ektodermalni dysplazie”-
chybi potni zlazy). Pokud Zena je heterozygotni
pro nékterou X- vazanou recesivné dédi¢nou
chorobu, muze se tato choroba u ni Klinicky
projevit. Porucha tam, kde zdstal aktivni defektni
X chromozom

X-vazane

Zygota

Casné
stadium
déleni

Nahodna
inaktivace
chromozomu X

Dospéla Zena
- mozaika

Obrizek 5.16 Hypotéza Lyonové o nidhodné inaktivaci
X chromozomu v Zenskych somatickvch bunkach. XP= pater-
nalné zdédény chromozom X, X™ = materndlné zdédény
chromozom X. Sedé nebo ¢ervené ovily predstavuji téliska
Barrové, vytvofend z inaktivovaného paterndiniho, respektive
materndlniho chromozomu, Dospélé tkidné (dole) jsou mozai-
kou populaci klont, exprimujicich alely bud z X, nebo z X™
(Upraveno podle Rosenberga LE Inborn errors of metabolism,
z Bondy PK, Rosenberg LE (ed.) Metabolic control and disease,
8. vvd., WB Saunders 1980, Philadelphia, s, 73-102.)



Komplexni nemoci

multifaktorialni, multigenni
roli hraji kombinace urcitych gent a urcitych faktord zevniho prostiedi

Na odhaleni nejobecnéjSich principti genetiky multifaktorialnich nemoci se na rozdil od

genetiky nemoci mendelistickych v soucasné dob¢ stale jesté ceka.

v klinické praxi casto kolisa nazor na vysledky genetickych studii, které se snazi odhalit
geneticky podklad komplexnich nemoci, od neodiivodnéné¢ho ocekavani nad nalezenymi
geny velkého ucinku az po velkou skepsi vzhledem k existenci genetického podkladu
v populaci ¢etnych nemoci ( nad 1%), jako je v kardiologii napft. esencialni hypertenze.

pokud choroba ma prokazatelné familiarni vyskyt, musime ocekavat podil genetického
podkladu na jeji manifestaci, a to i v tom piipadé, Ze neni dosud dobie definovan nebo

dosavadni znalost nepovazujeme za piesvédcivou.

Své genetické pozadi maji i tak relativné vzdalené proximalni fenotypy, jako je napt. kvalita

zivota U nemocnych S chronickym kardiovaskuldrnim onemocnénim.

Kazda choroba ma néjaké genetické pozadi, jehoz podil na manifestaci dané choroby je rizny.



Komplexni nemoci

komplexni onemocnéni jSOU charakterizovana:

neuplnou penetranci patologického fenotypu

* U urCité ¢asti 0sob, prestoze zdédi nevyhodny genotyp (zde ve smyslu souboru
vicero genil) se patologicky fenotyp nerozvine

existenci fenokopii
* patologicky fenotyp muze byt pritomen u lidi, ktefi nejsou nosi¢i zminéného
genotypu
genetickou heterogenitou (lokusovou a alelickou)

* klinicky obraz neni specificky, ale mize se rozvinout v dasledku zamén v genech
lezicich na riznych lokusech (= lokusova heterogenita), v jednotlivych genech mutze
byt pfitom vicero mutaci ¢i polymorfizmu (= alelicka heterogenita)

polygenni dédicnosti
» predispozice k rozvoji patologického fenotypu se zvysSuje pouze pii simultannim
vyskytu urc¢itého souboru alel
vysokou populacni frekvenci alel zodpovédnych za rozvoj patologického fenotypu

» kazda jednotliva predisponujici alela pravdépodobné neni sama 0 sobé vyrazné
patogenni

spoluptisobenim dalSich mechanizmii pfenosu
* mitochondridlni dédi¢nost, imprinting



Komplexni choroby

fyziologicka populacni variabilita

choroby, na jejichz vzniku a progresi se podili
.komplex* genetickych, epigenetickych a vnéjSich
faktort

| optimum riziko

polygenni nebo

—_ moonzﬁ:nni
S ru
— fenotyp nevykazuje klasickou mendelistickou E} D
dominantni ¢i recesivni dédi¢nost jako dusledek 8
zmén V jediném lokusu (tzv. jednolokusovych) 9
predisponujici “geny” zvySuji pravdépodobnost glukéza (mmol/1)
onemocnéni, ale nedeterminuje jednozna¢né jeho fyziologicka populatni variabilita
pritomnost optimum riziko
— je nutné spoluptsobeni negenetickych faktort _ polygenni porucha
(prosti‘edi) S
* dieta, fyzicka aktivita, koufeni, .... E normotenze
— ainterakci genti mezi sebou 8 hypertenze
nejcastejsi komplexni nemoci krevni tlak (mmHg)
— diabetes (1. i 2 typu) | — fyziologicka populani variabilita
_ dysllpldemle optimum riziko
— esencialni hypertenze ~ hypecholesterolemie
_ alergie ‘a:_} polygenni porucha
E normolipidemie E"frﬂzﬁgm
o

cholesterol (mmol/I)



Komplexni nemoci

Obezita — Hypotéza typu ,,thrifty genotype*

* V soucasné populaci jsou selektovany alely, které favorizuji prirastek vahy

a skladovani tukd, aby byl zajistén dostatek zivin pro casta obdobi
nedostatku potravy.

» Pri konstantné vysoké nabidce potravy a poklesu fyzické aktivity tato
predispozice vede k pandemii obezity v rozvinutych zemich.

Ldd,



JEDNOLOKUSOVE NEMOCI

KOMPLEXNi NEMOCI

Zavaznost
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Geneticke studie

Zakladni debata nad genetickym podkladem nemoci logicky zacind od
strategie vybéru tzv. kandidatnich genu. Tato otdzka je podstatné
jednodussi u mendelisticky dédénych nemoci, kde se zménéna funkce
jednoho genu snadné;ji identifikuje.

Celogenomové asociacni studie (GWAS = Genome-Wide Association
Study) vyhledavaji polymorfismus jednotlivych nukleotidi nebo bézné
genov¢ variace, které se typicky chovaji jako ukazatelé genovych oblasti
s malym efektem u stoupajiciho rizika nemoci.

Dalsim vyznamnym momentem je vybér statistické metodologie, ktera
zhodnoti silu asociace gentit S chorobami. Moznosti jSOU V zasad¢ dvé:
linkage (vazebna) analyza a asociac¢ni studie. K detekci specifickych
genetickych oblasti a genti, které Sse ucastni Vv transmisi nemoci, je
V principu mozné pouzit ob& metody.



Geneticke studie

Kandidatni geny

* S intermedialnim fenotypem

« s klinickou manifestaci nemoci

s klinickou zavaznosti nemoci

* s odpovidavosti nemoci na 1écbu

Linkage (vazebna) analyza

« testuje kosegregaci genového markeru a fenotypu nemoci v roding. Cili
marker a nemoc se v dané rodiné maji vzdy vyskytovat spolu.



Geneticke studie

Asociaéni studie

vySetiuji souvyskyt markeru a nemoci na populacni trovni, tj. U
nepfibuznych jedincti, obvykle srovnanim frekvenci markerd U
nepiibuznych nemocnych a kontrolnich subjekti (studie case-control).

Statistickou silu asociace je mozno dale zvysit obohacenim 0 dalsi Kkritéria,
jako jsou klinické subtypy nemoci (studie case-case), zavaznost nemaoci,
Casny zacatek nemoci, rizikové faktory pro nemoc véetné pohlavi a vhodné
biologické znaky (mapf. plasmatické hladiny cytokinii pifi asociaci
genetickych polymorfismii v cytokinovych genech; studie genotyp-
fenotyp).



Klinicka genetika

zabyva se diagnostikou, l1é¢enim a prevenci genetickych nemoci

genetické poradenstvi

vrozené vyvojové vady - poruchy utvareni organu, které vznikly v obdobi nitrodélozniho
zivota, 1 poruchy funkéni (napf. duSevni opozdéni) a poruchy na urovni biochemické a
molekularni (napt. vrozené vady metabolismu).

Skupina Pricina Zastoupeni

Primarné (geneticky) chromozomalni aberace 10 %
monogenni dédi¢nost 20 %

Sekundarné (prostredi) 1€ky, infekce, zateni 5%
porodni poranéni 12 %

infekce po narozeni 7%
Neznamé (multifaktorialni) geny + prostiedi 46 %



Klinicka genetika

Prenatalni diagnostika

zahrnuje vysetfovaci postupy sméiujici K vyhledavani
statisticky vyznamné odchylky ve strukture nebo funkci,
ktera ptesahuje hranice fenotypové variability

umoziuje V zavaznych piipadech ukonceni gravidity, u
dals§ich je mozno Vv predstihu planovat optimalni
perinatalni peci.

Rizikové faktory:

veék matky v dob¢ porodu je vyssi jak 35 let

Soucet veéku rodict nad 70 let

pozitivni biochemicky screening z krve matky
ultrazvukovy nalez, ktery zvySuje riziko pritomnosti
chromozomalni aberace (nahromadéni tekutiny v
podkozi, nepfitomnost nosni kustky, srdec¢ni vada plodu

aJ.)
pritomnost chromozomalni aberace v rodiné
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VySetieni karyotypu plodu e )

.,l ," 'qﬁ ¥ ,.‘, . '

* invazivni metody - amniocentéza, biopsie choriovych klk1, /A N\ 35 /(M
kordocentéza \ ) I o i

« genetické vySetfeni, pfesncji vySetfeni cytogenetické
(nebot” se vySetiuji chromozomy), ovSem nejednd se o test i AR
DNA

FISH — fluoresce¢ni hybridizace in situ __ -

I
Ustn nu

twun N
I 3

« vazba denaturované SDNA se specifickou sondou _— FEEREY

AmnioPCR je moderni metoda slouzici ke genetickému —
vySetteni plodu. , TTTEL

fton n

« porovnani DNA markerd matky i plodu — stanoveni

Odbér plodové vody -
Amniocentéza

pocetu jednotlivych chromozomu u plodu. &
« vysledek je nasledné potvrzen klasickym cytogenetickym
vySetfenim
« Kdispozici je v soucasné dob¢ vysetteni 21. chromozomu -

amnioPCR, nebo sada vysetiujici chromozomy 13,18, 21,
X a Y- tzv. multiamnioPCR.
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Stanoveni pohlavi plodu

» volné fetalni DNA kolujici v krvi matky

* neinvazivni S pfesnosti ~98 %

* 0d 10. tydne téhotenstvi

« DNA plodu z venézni krve matky

* Z klinického hlediska je urceni pohlavi plodu dilezité v pripadé rizika néjaké genetické
choroby vazané na urcité pohlavi (napt. hemofilie).

Preimplantacni diagnostika

* metodu casné prenatalni diagnostiky, ktera je vazana na techniky umeélého oplodnéni. Za
ucelem minimalizace chyby genetického vySetfeni je tfeba k oplozovani vajicek pouzit
metody intracytoplazmatické injekce spermie

* bunky pro genetické vySetieni jSou odebirany z embrya nejcastéji ve stadiu 8 bunék nebo
blastocysty

Postnatalni diagnostika <N -
« napt. trombofilie , cysticka fibroza...




Trombofilie

Klinicka genetika

vrozeny sklon ke zvySenému srazeni krve
muze byt vV n¢kterych pripadech pro své nositele vyhodna (omezeni ztrat Krve pii poranéni)

| pri¢inou riznych komplikaci Vv téhotenstvi, pifi dlouhodobém znehybnéni nebo
pfi uzivani nékterych 1éki mize zptsobit hlubokou trombdzu ¢i plicni embolii

genetické vySetfeni U: gravidnich, pred zacatkem uzivani hormonalni antikoncepce, pied
chirurgickym zakrokem

Leidenska mutace — mutace genu pro inhibitor koagulace faktor V - riziko trombembolie ~30
%, genova mutace rs6025 G1691A, R506Q (arg—gln), AD

Defekt antitrombinu (FII) - mutace koagula¢niho faktoru 1l zvysujiciho hladinu protrombinu
— riziko trombembolie ~70 — 90 %, genova mutace rs1799963 G20210A

Hyperhomocysteinemie - mutace enzymu konvertujiciho kyselinu listovou -
metyltetrahydrofolatreduktaza (MTHFR) - projevi pfi nedostatku vitamint B6, B12 a kyseliny
listove, genova mutace rs1801133 C677/T, AR
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Cysticka fibroza

* vice nez 30 mutaci, které zptiisobuji toto onemocnéni

divody Kk vySetieni jsou:

* podezreni na klinické onemocnéni
* pribuzensky vztah rodicu

* opakované potraty

* 1éCena neplodnost




